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Проведено исследование влияния доноров газов оксида азота и сульфида водорода на апоптотическую гибель клеток 
линии Jurkat и мононуклеарных лейкоцитов, полученных у здоровых доноров. Показано, что нитропруссид натрия в кон-
центрации 100 ммоль вызывал апоптоз клеток Т-лимфобластной лейкемии после 15 мин инкубации. Донор сульфида водо-
рода усиливал апоптотическую гибель клеток линии Jurkat при использовании его в концентрациях 10 и 100 ммоль. Воз-
действие доноров газов оксида азота и сульфида водорода в течение 15 мин в тех же концентрациях не сопровождалось 
изменениями апоптотической гибели мононуклеарных лейкоцитов, полученных у здоровых доноров. Газовые трансмитте-
ры NO и H2S вызывали некроз клеток линии Jurkat и мононуклеарных лейкоцитов после 24 ч инкубации клеток c соответ-
ствующими донорами газов. 
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Investigation of influence of gases nitric oxide and hydrogen sulfide on apoptotic cell death of Jurlat cells and mononuclear 
leucocytes of healthy donors was conducted. It was shown that 100 mmol sodium nitroprussidi increased the apoptosis of T lym-
phoblast leukemia cells after 15’ incubation. 10 and 100 mmol donor of hydrogen sulfide caused apoptotic death of Jurkat cells after 
15’ incubation. 15’ exposure of nitric oxide and hydrogen sulfide donors did not lead to the changes of cell death of mononuclear 
leucocytes. Gaseous transmitters NO and H2S increased necrosis of Jurkat cells and mononuclear leucocytes after 24 h incubation 
with the appropriate gase’s donor. 




Изучение нового класса сигнальных молекул, на-
званных газотрансмиттерами, началось в 1986 г. с от-
крытия эндотелиального фактора релаксации сосудов. 
Этим веществом оказался моноксид азота — простая 
неорганическая молекула (все известные до этого 
времени гормоны, медиаторы и нейротрансмиттеры 
были соединениями органической природы). Группа 
газовых посредников продолжает расширяться и в 
настоящее время включает помимо моноксида азота 
окись углерода СО и сульфид водорода H2S. Газо-
трансмиттеры являются высокотоксичными вещест-
вами, однако, несмотря на это свойство, они продуци-
руются практически всеми клетками организма, что 
указывает на высокую значимость данных молекул в 
регуляции жизнедеятельности клеток, тканей и орга-
низма в целом. Определена решающая роль газовых 
посредников в регуляции тонуса сосудов, передаче 
нервного импульса, показано их кардиопротективное 
действие [6, 7, 12]. Нерешенным остается вопрос об 
участии газотрансмиттеров в регуляции клеточного 
гомеостаза, в частности не определена их роль в моле-
кулярных механизмах регуляции апоптоза клеток.  
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В настоящее время известно, что оксид азота инги-
бирует апоптоз лейкоцитов, нейтрофилов, гепатоци-
тов, трофобластов и эндотелиальных клеток, но обла-
дает проапоптотическим действием в отношении ти-
моцитов, клеток поджелудочной железы, миобластов 
скелетных мышц, корковых нейронов [1, 11]. Данные о 
влиянии H2S на механизмы реализации апоптоза кле-
ток также противоречивы: этот газотрансмиттер мо-
жет иметь как индуцирующее, так и ингибирующее 
воздействие на указанный процесс [2, 3, 9]. Таким об-
разом, направленность апоптотической реакции при 
действии газов определяется типом исследуемых кле-
ток. При этом в литературе недостаточно освещены 
сравнительные аспекты действия оксида азота и суль-
фида водорода на апоптоз опухолевых и нормальных 
клеток. 
Цель работы — идентифицировать характер апоп-
тотического ответа «здоровых» и бласттрансформиро-
ванных клеток для селективного управления програм-
мированной гибелью последних с использованием 
оксида азота и сульфида водорода. 
Материал и методы  
При выполнении исследования клетки линии Jurkat 
(T-лимфобластная лейкемия) инкубировали при тем-
пературе 37 С в полной питательной среде, содержа-
щей 90% RPMI-1640 (ЗАО «Вектор-Бест», г. Ново-
сибирск), 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
(ООО «Биолот», г. Санкт-Петербург), инактивирован-
ной при 56 С в течение 30 мин, 0,3 мг/мл L-глутамина, 
100 мкг/мл гентамицина, 2 ммоль/мл HEPES («Flow», 
Великобритания). Материалом для исследования также 
служила кровь, взятая у 9 здоровых доноров (3 мужчи-
ны и 6 женщин) в возрасте от 18 до 40 лет и стабилизи-
рованная гепарином (25 Ед/мл). Мононуклеарные лей-
коциты выделяли из крови путем центрифугирования на 
градиенте плотности Ficoll-Paque (ρ = 1,077 г/см3) 
(Pharmacia, Швеция). Клетки культивировали в 96-
луночных планшетах (2  106/мл) с полной питательной 
средой. Для определения влияния газов сульфида во-
дорода и оксида азота на процессы реализации апоп-
тоза в питательную среду инкубации клеток добавля-
ли донор сульфида водорода (натрий гидросульфид 
гидрат, Sigma, США) и донор оксида азота (нитро-
пруссид натрия, Sigma, США) в конечных концентра-
циях 10, 50, 100 и 500 ммоль. Клетки инкубировали с 
донорами газов в течение 15 мин и 24 ч. 
С использованием проточной лазерной цитомет-
рии (Facs Canto2 (Beckton Dickinson, США)) опреде-
ляли число апоптотически- и некротически-изменен-
ных клеток в культуре линии Jurkat и мононуклеар-
ных лейкоцитах, для чего использовали FITC-
меченый аннексин V и пропидий йодид (Beckman 
Coulter, Франция) соответственно. Вовлеченность 
клеток в процессы апоптоза и некроза в культуре 
выражали в процентах аннексин- и пропидий йодид-
положительных клеток. 
Оценку нормальности распределения полученных 
результатов проводили с использованием критерия 
Колмогорова—Смирнова. Достоверность различий 
(р  0,05) оценивали с помощью непараметрических 
критериев Манна—Уитни (для независимых выборок) 
и Вилкоксона (для зависимых выборок). Данные пред-
ставлены в виде медианы Ме, верхнего и нижнего 
квартилей Q1—Q3. 
Результаты и обсуждение 
Газовые трансмиттеры являются простыми хими-
ческими соединениями и синтезируются внутрикле-
точно. Для изучения роли и места газов в системе 
внутриклеточной сигнальной трансдукции были ис-
пользованы специфические доноры NO и H2S — нит-
ропруссид натрия SNP и натрия гидросульфид гидрата 
NaHS соответственно [7, 11].  
В результате проведенного исследования показа-
но, что увеличение числа некротически измененных 
клеток в культурах клеток линии Jurkat и мононукле-
арных лейкоцитах, полученных у здоровых доноров, 
было зарегистрировано только при инкубации клеток 
с нитропруссидом натрия в концентрации 500 ммоль 
(табл. 1). Одной из причин некроза клеток при воздей-
ствии высоких концентраций оксида азота может быть 
подавление митохондриального дыхания и окисли-
тельного фосфорилирования [5]. 
При исследовании влияния NO на апоптотиче-
скую гибель клеток линии Jurkat установлено, что 
увеличение числа аннексин-положительных клеток 
происходило при инкубации клеток с SNP в течение 
15 мин в концентрации 100 ммоль и достигало 16,95 
(14,15—21,80)%, что достоверно превышало анало-
гичные показатели в контроле — 4,45 (1,45—8,50)% 
(р < 0,05). Проапоптотический эффект NO некото-
рые авторы связывают с повышением экспрессии 
Fas-рецептора [8].  
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Т а б л и ц а  1  
Содержание клеток линии Jurkat и мононуклеарных лейкоцитов с некротическими и апоптотическими признаками после 15-





Содержание клеток линии Jurkat, % Содержание мононуклеарных лейкоцитов, % 
с некротическими  
признаками 
с апоптотическими  
признаками 
с некротическими  
признаками 
с апоптотическими  
признаками 
Интактные клетки 0 (0—0,15) 4,45 (1,45—8,50) 0,45 (0,35—0,75) 32,20 (18,80—35,40) 
15 мин 
10  0,30 (0,20—0,40) 5,25 (3,10—8,56) 0,05 (0—0,10) 35,60 (24,60—36,60) 
50 0,25 (0,20—9,10) 14,05 (7,85—23,00) 0 24,90 (21,90—31,60) 
100 0,40 (0,30—1,30) 16,95* (14,15—21,80) 0 25,30 (22,70—30,80) 
24 ч 
10 84,00** (54,60—84,40) 3,01 (0—7,70) 71,65** (65,15—81,35) 12,30* (8,95—15,55) 
50 95,80** (86,35—100) 0,40* (0—0,90) 71,60** (64,65—73,95) 5,85* (4,75—6,65) 
100 99,40** (95,40—100) 0,30* (0—0,60) 80,75** (73,65—87,05) 3,30* (2,75—4,60) 
 
* р < 0,05 по сравнению с интактной культурой. 
** р < 0,001 по сравнению с интактной культурой. 
 
Другой возможный путь запуска апоптоза связан 
со способностью оксида азота провоцировать повы-
шение проницаемости мембраны митохондрии и вы-
ход в цитоплазму клетки апоптозиндуцирующих фак-
торов [5, 11]. Воздействие на клетки донора оксида 
азота в концентрациях 10 и 50 ммоль не сопровожда-
лось интенсификацией апоптотической гибели клеток 
Т-лимфобластной лейкемии (р > 0,05). Число аннек-
син-положительных мононуклеарных лейкоцитов по-
сле воздействия на клетки SNP в концентрациях 10, 50 
и 100 ммоль не изменялось (р > 0,05) (табл. 1). Пока-
зано, что оксид азота вызывает апоптоз некоторых 
типов опухолевых клеток за счет инактивации транс-
крипционных факторов NF-B и YY1, модуляции ак-
тивности транскрипционного фактора р53 [4].  
Установлено, что воздействие оксида азота в кон-
центрации 10 ммоль на клетки линии Jurkat в течение 
24 ч не сопровождалось интенсификацией апоптоти-
ческой гибели клеток (р > 0,05). Инкубация клеток с 
50 и 100 ммоль SNP приводила к уменьшению числа 
аннексин-положительных клеток (до 0,40 (0—0,90)% 
и 0,30 (0—0,60)% соответственно) по сравнению с 
контролем (4,45 (1,45—8,50)%, р < 0,05). При этом 
обращало на себя внимание резкое увеличение коли-
чества клеток с некротическими признаками — до 
84,00 (54,60—84,40)% при действии SNP в концентра-
ции 10 ммоль, до 95,80 (86,35—100)% — в концентра-
ции 50 ммоль и до 99,40 (95,40—100)% — в концен-
трации 100 ммоль по сравнению с контролем 
(р < 0,001). При действии SNP в концентрациях 10, 50 
и 100 ммоль программированная гибель мононукле-
арных лейкоцитов снижалась до 12,30 (8,95—15,55)%; 
5,85 (4,75—6,65)% и 3,3 (2,75—4,60)% соответствен-
но, при 32,20 (18,80—35,40)% в контроле (р < 0,05). 
Уменьшение числа аннексин-положительных клеток 
при инкубации их с SNP в концентрациях 10, 50 и 
100 ммоль сопровождалось увеличением количества 
некротически измененных мононуклеарных лейкоци-
тов соответственно до 71,65 (65,15—81,35)%; 71,60 
(64,65—73,95)% и 80,75 (73,65—87,05)% при 0,45 
(0,35—0,75)% в контроле (р < 0,05) (табл. 1). Интен-
сификация некроза является результатом токсическо-
го действия оксида азота, реализующегося при непре-
рывном и длительном контакте данного газа с клетка-
ми. 
Действие сульфида водорода в концентрациях 10, 
50 и 100 ммоль в течение 15 мин не приводило к уве-
личению числа клеток с признаками некроза в культу-
ре Т-лимфобластной лейкемии и в мононуклеарных 
лейкоцитах, полученных у здоровых доноров 
(р > 0,05) (табл. 2, 3).  
Показано, что проапоптотический эффект сульфида 
водорода в высоких миллимолярных концентрациях 
сопровождается генерацией активных форм кислорода, 
снижением содержания глутатиона и вовлечением как 
рецепторного (Fas-опосредованного), так и митохонд-
риального путей реализации программированной кле-
точной гибели. Действие более низких (милли- и мик-
ромолярные) концентраций газа может приводить к ци-
топротективному (антинекротическому и 
антиапоптотическому) или проапоптотическому эффек-
ту в зависимости от типа клеток и условий эксперимен-
та [6]. В проведенном исследовании интенсификация 
апоптотического процесса в культуре клеток линии 
Jurkat происходила при воздействии 10 и 100 ммоль 
NaHS (до 9,70 (8,83—14,90)%  
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и 13,20 (10,00—16,80)% соответственно) по сравне-
нию с  контролем  (4,45  (1,45—8,50)%,  р < 0,05)  
(табл. 2). 
Т а б л и ц а  2  
Содержание клеток линии Jurkat с некротическими и апоптотическими признаками после 15-минутного и 24-часового  




Содержание клеток линии Jurkat, % 
с некротическими признаками с апоптотическими признаками 
Интактные клетки 0 (0—0,15) 4,45 (1,45—8,50) 
15 мин 10 0,15 (0,10—0,30) 9,70* (8,83—14,90) 
 50 0,15 (0,05—0,30) 8,35 (8,75—11,20) 
 100 0,20 (0,15—0,30) 13,20* (10,00—16,80) 
24 ч 10 2,30* (2,15—2,55) 3,67 (3,04—4,31) 
 50 5,60* (3,75—9,15) 5,32 (4,75—5,94) 
 100 13,30* (8,95—46,05) 
(p < 0,05) 
5,48 (4,82—6,26) 
 
* р < 0,05 по сравнению с интактной культурой. 
Т а б л и ц а  3  
Содержание мононуклеарных лейкоцитов с некротическими и апоптотическими признаками после 15 минутного  




Содержание мононуклеарных лейкоцитов, % 
с некротическими признаками с апоптотическими признаками 
Интактные клетки 0,45 (0,35— 0,75) 32,20 (18,80—35,40) 
15 мин 10 0,05 (0—0,10) 33,10 (30,07—41,50) 
50 0,12 (0—0,15) 41,75 (33,10—47,10) 
100 0,10 (0—0,10) 40,95 (35,10—45,10) 
24 ч 10 59,10** (46,50—73,15) 25,60 (15,25—39,05) 
50 89,90** (78,45—97,30) 7,65* (2,05—15,35) 
100 97,95** (89,60—99,05) 1,70* (0,65—8,00) 
 
* р < 0,05 по сравнению с интактной культурой. 
** р < 0,001 по сравнению с интактной культурой. 
 
Показано, что H2S может запускать программирован-
ную гибель клеток с вовлечением митохондриального 
пути индукции апоптоза, активацией каспазы 3 и семей-
ства МАР-киназ [2, 3]. 24-часовая инкубация с NaHS в 
конечной концентрации 10, 50 и 100 ммоль не приво-
дила к изменению числа аннексин-положительных 
клеток линии Jurkat по сравнению с аналогичными 
показателями в контроле (р > 0,05) (табл. 2). 
Воздействие донора сульфида водорода в концен-
трациях 10, 50 и 100 ммоль в течение 15 мин не влияло 
на программированную гибель мононуклеарных лейко-
цитов (р > 0,05). Содержание аннексин-положитель-
ных мононуклеарных лейкоцитов снижалось до 7,65 
(2,05—15,35)% при воздействии 50 ммоль и до 1,70 
(0,65—8,00)% при воздействии 100 ммоль донора 
сульфида водорода по сравнению с контролем (32,20 
(18,80—35,40)% (р < 0,05)) на фоне увеличения коли-
чества клеток с некротическими признаками (табл. 2, 3). 
Одной из причин токсического влияния сульфида во-
дорода является разобщение окислительного фосфо-
рилирования и ингибирование функционирования 
митохондрий [12]. 
Заключение 
При воздействии донора оксида азота в концен-
трации 100 ммоль в течение 15 мин число апоптотиче-
ски измененных клеток линии Jurkat увеличивалось. 
NaHS обладал проапоптотическим эффектом в отно-
шении клеток линии Jurkat, проявляющимся после 
15 мин инкубации клеток in vitro в концентрациях 10 
и 100 ммоль. Показано, что воздействие на клетки Т-
лимфобластной лейкемии донора сульфида водорода в 
течение 24 ч не приводило к изменениям программи-
рованной гибели клеток. Инкубация клеток линии 
Jurkat с донором оксида азота в конечных концентра-
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циях 50 и 100 ммоль в течение 24 ч сопровождалось 
снижением числа апоптотически измененных клеток. 
Реализация программированной гибели мононукле-
арных лейкоцитов не изменялась после 15 мин воздей-
ствия доноров газов сульфида водорода и оксида азота. 
Указанные газовые трансмиттеры обладали антиапоп-
тотическим эффектом в отношении мононуклеарных 
лейкоцитов после 24 ч инкубации последних с SNP и 
NaHS в концентрациях 10, 50 и 100 ммоль на фоне 
резкого возрастания числа некротизированных клеток. 
Таким образом, газовые посредники сульфид во-
дорода и оксид азота способны оказывать модули-
рующий эффект на программированную гибель кле-
ток. Конечный эффект воздействия газов на апоптоз 
определяется типом исследуемых клеток, а также 
концентрацией и временем воздействия газовых 
трансмиттеров на клетки. 
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